


































































1‐1 被験者ならびに被験部位    …
大阪大学歯学部附属病院歯周病診療室を受診し、AAPの診断基準に基づきAPと診断さ












総 RNAの抽出は AGPCガタに準じて行なった。この総 RNAを鋳型として 200udtの
M―MLV逆転写酵素(Lifc T∝n010gies lnc,Gathertturg,MD,USA)ならびに20unitのRNtth
(Taka耽Kyoto,Japan)、ランダムヘキサマー(AInersharll Pharlnacia Blotcch AB,Upptta,
Sweden)を用いて 37°C、 1時間の逆転写反応を行いcDNAを合成した。
1-4 各種因子特異的プライマー、オリゴプロープの設計




た後、PCR産物をナイロンメンブレンHy―bond N+(Arnctthaln Pharmacia Biotech AB)にア
ルカリ条件下でトランスファーし、上記の各因子特異的 DIGラベルプローブを用いたサ







kit Ver.2(Takara Kyoto)を用いた再ライゲーションを行い、中間部の 194bpを欠落 した
GAPDH欠落変異遺伝子(GAPDH minlic)を作成 した(図2A)。得られたGAPDH Inin」cはT4
polymcnsc(NEB)を用 い た 末 端 平 滑 化 な ら び に T4Polynucκolidc Kintte(NEB)と














Tween 20、15mM THs―HCI(pH8.0)、5 mM KCI、1.5-2.OllM MgCちの組成で液量が3年1と
なるように調整した反応液を55°Cにて60分間インキュベートした後、さらに98°Cにて
5nlin加熱しプラーク細菌ゲノムDNA抽出液とした。








ー、1.5Unit AmpliTaq Gold(Perkin EIner AppLcd BiowstemS)、15n■M Tlis―HCl(pH8.0)、5(hM
KCl、1.8mM MgCち、各 180μMのdNTPs(Perhn Elma・Apphcd Bbsysにms)の液組成にて、


















なわち ′.g.381株をGAMブイヨン(Nζsui,Tokyo,Japm)に5mg/耐ヘミン (wtt purc





清成分を孔径 0.45rrmのフィルター(cOming Ghss Worb)にて濾過した。このようにして
得たP.g.SEをBcA pЮcin assay ttt(Pierce,IL,USA)を用いた蛋白質定量の後、20mg/耐の
濃度に調整した。
A.α.の超音波破砕菌体画分はα.SE)の調整は A.α.Y4株を BHI(Dito,LめoraЮhcs,Dctroit,





条件下で培養 した。培養0,2,4,6時間後にPBMC、PNINをそれぞれ回収 し、直ちに l ml
のRNAzd(TelTCSt,Inc)を添加 しホモジナイズした後、AGPC法にて総RNAの抽出を行っ
た。
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